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Abstract 



The invention concerns a method for isolating a target biological material contained in a 
sample, consisting in the following steps: providing a capture phase, in microparticulate 
or linear form, consisting of at least a first particulate or linear polymer, with apparent 
hydrophile character and first complexing groups, the latter being bound by co-ordination 
to a first transition metal, which is itself bound to a first biological entity capable of 
specifically recognising the target biological material; contacting said target biological 
material with at least the capture phase; and detecting the capture phase-target biological 
material complex, optionally with a detection phase, in microparticulate or linear form, 
and consisting of at least a second particulate or linear polymer, with apparent hydrophile 
character and second complexing groups, the latter being bound by co-ordination to a 
second transition metal, which is itself bound to a second biological entity capable of 
specifically recognising the target biological material, and a marker. 
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COMPOSE LIGAND DE COORDINATION ET UTILISATION POUR FIXER UN MATERIEL BIOLOGIQUE. 

L'invention concerne un compose ligand de coordina- 
tion, sous forme microparticulaire ou lineaire, comprenant 
au moins un polym&re particulaire ou lineaire, avec une sur- 
face apparente hydrophile, et des groupes complexants li- 
tres, un compost complexe comprenant ledit compose 
ligand et un metal de transition, et les utilisations de ceux-ci 
pour fixer un materiel biologique. 
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La prfesente invention relfive du domaine de la 
fixation d'un matfiriel biologique, contenu dans un 
fechantillon, ledit materiel comprenant une partie 
susceptible d*interagir avec un mfetal de transition, en 
5 formant des liaisons de coordination. 

Dans la presentation de l 1 invention qui suit, il est 
en particulier fait rfefference a la fixation d'un materiel 
biologique protfeique, mais bien entendu, la portfee de 
1* invention ne saurait s'y limiter. 

10 Ainsi, par materiel biologique, on entend selon 

1» invention, notamment, un materiel prot6ique ou 
glycoprotfeique tel qu'un antigSne, un haptfene, un 
anticorps, une protfeine, un peptide, une enzyme, un 
substrat, et fragments de ceux-ci ; mais aussi un matferiel 

15 nuclfeique tel qu'un acide nuclfeique (ADN ou ARN) , un 
fragment d' acide nuclfiique, une sonde, une amorce ; une 
hormone ; & la condition que le matferiel biologique 
comprenne une partie ou site d ■ interaction avec un mfrtal 
de transition, en formant des liaisons de coordination. 

20 Conformfement & 1' article de M. Kempe et al. (1), on 

connalt un proc£d§ de capture d'une protfeine prfesentant 
des sequences polyhistidines , a savoir la RNase A, selon 
lequel on utilise la forte affinitfe du groupement 
imidazole de l'histidine pour les mGtaux. Ce proc6d§ 

25 consiste 4 disposer de particules de silice, 
fonctionnalisfees par des groupes mfethacrylates, d'une 
part, i mettre en contact la protfiine et un agent 
complexant des mfrtaux, a savoir, 1' acide N-(4-vinyl)- 
benzyl-iminodiacfetique (VBIDA) , avec un mfetal, pour 

30 obtenir un complexe resultant de liaisons de coordination 
entre le m6tal et les groupes imidazole de l'histidine, et 
de liaisons de coordination entre le mfrtal et les groupes 
carboxyliques de VBIDA, d' autre part, puis a mettre en 
contact lesdit s particules de silice fonctionnalisfies 

35 av c 1 compl xe formfe ci-dessus. 
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Selon la presente invention, on apporte un procede de 
fixation de materiel biologique, pennettant d'optimiser la 
complexation de ce materiel avec un complexe metallique, 
tout en diminuant, voire eliminant, toute reaction 
5 secondaire d' adsorption dudit materiel sur le complexe 
metallique. 

A cette fin, le procede de fixation d'un materiel 
biologique, de 1' invention, utilise un compose ligand de 
coordination, ou un compose complexe obtenu a partir de ce 
10 dernier, ledit compose ligand presentant les 
caracteristiques suivantes : 

il est sous forme microparticulaire ou sous 

forme lineaire, 

il est const itue par au moins un polymer e 
15 particulaire ou lineaire, avec une surface apparente 
hydrophile, et des groupes complexants libres, fixes de 
maniere covalente. 

Le terme "microparticulaire" signifie selon 
1' invention sous forme de particules d'une taille au plus 
20 egale a 10 nm. De preference elles ont une taille ne 
depassant pas 5 /ra. 

Le polymere particulaire ou lineaire est 
avantageusement un polymere hydrophile, et notamment un 
polymere f onctionnalise obtenu par polymerisation d'un 
25 premier monomere hydrosoluble , d'acrylamide, d'un derive 
d'acrylamide, de methacrylamide ou d'un derive de 
methacrylamide, au moins un agent de reticulation et au 
moins un second monomere, fonctionnel. 

Pour l'obtention de ce polymere avantageux, le 
30 premier monomere est de preference choisi parmi le N- 
isopropylacrylamide, le N-ethylmethacrylamide, le N-n- 
propylacrylamide, le N-n-propylmethacrylamide, le N-n- 
isopropylmethacrylamide, le N-cyclopropylacrylamide, le 
N,N-diethylacrylamide, le N-methyl-N-isopropylacrylamid , 
35 le N-methyl-N-n-propylacrylamide, 1 premier monomer 
etant de preference le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . Le 
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ou les seconds m nomeres fonctionnels appartiennent de 
preference au groupe de ceux qui repondent a la formule 

(I) suivante : 

CH 2 = C(Z) - (X) m - (R) p - (¥) n (*) 

5 dans laquelle : 

Z represente H, un radical alkyle en C1-C5, le radical 
benzyle, -COOH, ou -CO-NH-CH(CH 3 ) 2 , 

Y represente -CH 2 -COOH, -N(CH 2 -COOH) 2 , 

-N(CH-COOH) (CH 2 -COOH) , OU -N(CH 2 -CH 2 -NH 2 ) 2 , 

10 (CH 2 -COOH) 

X represente -NH(CH 2 -CH 2 -) , -N(CH 2 -CH 2 -) 2 , 

-N(CH 2 -COOH) (CH 2 -CH 2 -) , OU CH(COOH)-, 

R represente une chalne hydrocarbonee linSaire, 
eventuellement interrompue par au moins un heteroatome, 

15 tel que 0 ou N, 

m et p sont chacun un entier qui, independamment l'un de 

1' autre, equivalent a 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3. 

A titre d'exemple le second mononere est choisi parmi 
20 l'acide itaconique, les derives acryliques et les derives 

methacry liques . 

Comme dit precedemment, le compose ligand de 

V invention peut se presenter sous forme microparticulaire 

ou sous forme lineaire. 
25 Quand il est particulate, ledit compose ligand peut 

ne consister qu'en ledit polymere particulaire, ou bien il 

peut posseder un noyau organique ou inorganique, 

hydrophile ou non hydrophile, revetu dudit polymere 

particulaire et/ou dudit polymere lineaire. 
30 Ledit noyau du ligand particulaire est 

avantageusement choisi dans le groupe comprenant le 

polystyrene, la silice et les oxydes metalliques. II peut 

en outre comprendre un compose magnet ique. 

Pour d s utilisations particulieres, 1 compose 
35 ligand d l'inv ntion p ut etre avantag usement marque par 

un marqueur qui est, a titr d» xemple, choisi dans 1 
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group consistant en une enzyme, la biotine, 
l'iminobiotine, un composant fluorescent, un composant 
radioactif, un composant chtmioluminescent, un composant 
d'tlectrodensitt, un composant magnttique, un antigtne, un 
5 hapttne et un anticorps. 

Comme les exemples de la prtsente description 
l'illustreront, le polymtre particulaire prtftrt de 
1« invention est le poly-NIPAM (PNIPAM) comprenant des 
groupes complexants dtrivts de l'acide itaconique ou de 
10 1 1 anhydride malt ique-co-mtthylviny ltther . 

Un autre objet de 1' invention est un compost complexe 
de coordination comprenant au mo ins un compost ligand tel 
que dtfini ci-dessus et un mttal de transition. Ce dernier 
est de prtftrence choisi parmi le zinc, le nickel, le 
15 cuivre, le cobalt, le fer, le magntsium, le mangantse, le 
plomb, le palladium, le platine et l f or. 

L 1 invention concerne tgalement une composition 
liquide d'un compost ligand de coordination, comprenant 
une phase continue aqueuse et une phase discontinue, 
20 disperste dans la phase continue et constitute d f au moins 
un compost ligand de 1' invention, ainsi qu'une composition 
liquide d'un complexe de coordination, comprenant une 
phase continue aqueuse et une phase discontinue disperste 
dans cette dernitre et constitute d'au moins un compost 
25 complexe de !• invention. 

L 1 invention apporte aussi un compost conjugut 
comprenant un compost complexe tel que dtfini prtctdemment 
et un premier mattriel biologique fixt sur ledit compost 
complexe, par des liaisons de coordination entre le mttal 
30 de transition du compost complexe et les sites d'affinitt 
du premier mattriel biologique. Avantageusement le premier 
mattriel biologique est une prottine. A titre d'exemple 
c f est la prottine p24 ou gpl60 du VIH, en vue de la 
dttection dans le strum d'un patient d 1 anticorps dirigts 
35 c ntr l f une u l 1 autre d c s prottines. C tte prottin 
peut aussi ttre choisi parmi la prottine A, la prottine G 
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et l»hybride de la proteine A et de la proteine G, sur 
laquelle des anticorps pourront fitre fix6s en vue de la 
detection, dans un 6chantillon, d^antigftnes sp6cifiques 
desdits anticorps. 
5 Les sites d'af finite du materiel biologique consid6r6 

dans la pr6sente invention, pour les ions metalliques de 
transition, consistent avantageusement en des sites riches 
en acides amines choisis parmi I'histidine, la cysteine, 
la tyrosine, le tryptophane et la phenylalanine. Ces sites 
10 peuvent exister naturellement dans le materiel biologique, 
quand il est proteique notamment. Ou bien ils peuvent etre 
"importfes" pr6alablement dans le materiel biologique, 
selon des techniques bien connues de l'homme du metier 
telles que celle employee pour la purification des 
15 proteines par le proc€d6 IMAC (Immobilized Metal ion- 
Affinity Chromatography) sur des r6sines (2,3). A titre 
d'exemple, de tels sites peuvent §tre incorporfes dans un 
materiel biologique proteique et notamment une proteine, 
par gfenie gfenfetique pour obtenir des proteines 
2 0 recombinant es . 

Les sites peuvent se presenter sous la forme de 
suites desdits acides amines identiques ou diffferents, 
contigus ou non, mais voisins. Lorsqu'ils sont "importfes" 
dans le materiel biologique, on prfef&rera les sites qui 
25 consistent en des suites de 6 r6sidus histidine et/ou 
cysteine contigus. 

D'autres objets de l 1 invention consistent en un 
support particulaire ou non particulaire, recouvert au 
moins partiellement par un compose ligand de 1* invention, 
30 un support particulaire ou non particulaire, recouvert au 
moins partiellement par un compose complexe de 
1' invention, et un support particulaire ou non 
particulaire, recouvert au moins partiellement par un 
compose conjugu6 de l 1 invention. 
35 La present inv nti n concern aussi les applicati ns 

d'un compose ligand, d'un compose compl xe t d'un compose 
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conjugue, repondant aux definitions ci-dessus, pour fixer 
un premier materiel biologique presentant des sites 
d'affinite pour un metal, et contenu dans un echantillon, 
et eventuellement un second materiel biologique 
5 susceptible de reagir avec le premier materiel biologique. 

Par second materiel biologique susceptible de reagir 
avec le premier materiel biologique, on comprend un 
premier et un second materiels biologiques tels que 
definis precedemment , dont 1» interaction est celle d'un 

10 ligand avec un anti-ligand, du type de celle intervenant 
entre un antigene et un anticorps, un anticorps et un 
haptene, Une hormone et un recepteur, une proteine et un 
anticorps, la biotine et la streptavidine, une lectine et 
un sucre, deux oligonucleotides, un oligonucleotide et un 

15 acide nucleique, une enzyme et un substrat. 

Selon une premiere utilisation d'un compose ligand de 
1' invention, un procede de fixation d'un premier materiel 
biologique comprend les etapes consistant a : 

a) a disposer d'un compose ligand decrit ci- 

20 dessus, 

b) a mettre en contact 1' echantillon avec ledit 
compose ligand en presence d'au moins un metal de 
transition, 

c) apres avoir eventuellement observe la 
25 formation d'un compose conjugue entre le compose ligand, 

le metal de transition et le premier materiel biologique, 
a separer ledit compose conjugue. 

Selon une premiere utilisation d'un compose complexe 
de 1' invention, un procede de fixation d'un premier 
30 materiel biologique comprend les etapes consistant & : 

a) a disposer d'un compose complexe d€fini ci- 
dessus , 

b) a mettre en contact 1' echantillon avec ledit 

compose complexe, 
35 C ) apres avoir eventuellem nt observe la 

formation d'un compos* conjugue entre le compose complex 
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et le premier matferiel bi 1 gique, & sfeparer ledit composfe 
conjugufe. 

Avantageusement, l f 6tape (b) des procfedfes dfecrits ci- 
dessus est effective & un pH supferieur ou fegal au point 
5 isofelectrique du premier materiel biologique & fixer, afin 
de rfeduire ou supprimer 1' adsorption du matferiel sur le 
composfe complexes 

Le composfe ligand, le composfe complexe ou le composfe 
conjugufe peut aussi fetre utilisfe dans un procfedfe de 
10 fixation d f un second matferiel biologique contenu dans un 
fechantillon et susceptible d*interagir avec ledit premier 
matferiel biologique. Ce procfedfe comprend les fetapes 
consist ant : 

a) & disposer d'un composfe conjugufe de 
15 1" invention, tel qu f obtenu & partir d'un composfe ligand de 

I 1 invention en presence d'un mfetal de transition et du 
premier matferiel biologique, ou & partir d»un composfe 
complexe en presence du premier matferiel biologique, 

b) 4 mettre en contact ^fechantillon avec ledit 
20 composfe conjugufe, 

c) aprfes avoir feventuellement observfe 
1 • interaction entre le premier et le second matferiels 
biologiques, & sfeparer ledit composfe conjugufe portant le 
second matferiel biologique. 

25 Une variante du procfedfe qui vient d 1 fetre dfecrit est 

un procfedfe qui comprend les fetapes consistant : 

a) A disposer d'un support de 1' invention, 
particulaire ou non particulaire recouvert au moins 
partiellement par un composfe conjugufe, tel qu'obtenu par 

30 exemple, & partir d»un support recouvert d'un composfe 
ligand de 1' invention, d'un mfetal de transition et du 
premier matferiel biologique, ou & partir d'un support 
recouvert d'un composfe complexe de 1' invention et du 
premier matferiel biologique, 

35 b) 4 mettr n contact 1' fechantillon av c ledit 

support, 
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c) aprfts avoir 6ventu 11 ment observe 
1 ■ interaction entre le premier et le second mat6riels 
biologique, & s6parer ledit support portant le second 
mat§riel biologique. 
5 Le procGdfe de fixation d'un second materiel 

biologique dont deux variantes viennent d f etre decrites 
peut comprendre en outre une etape (d) consistant & mettre 
en contact ledit conjugu6 portant le second materiel 
biologique, ou ledit support portant le second materiel 

10 biologique, obtenu selon (c) , soit avec un compost ligand 
marqu6 et un m6tal de transition, soit avec un compose 
complexe marque. 

Avant d'exposer plus en detail 1' invention dans les 
exemples, certains termes employes dans la presente 

15 description et dans les revendications sont ci-apris 
d6finis : 

Par fixation d'un materiel biologique selon 
l 1 invention, on comprend la separation, l'isolement, la 
detection et/ou quantification de ce materiel, 

20 l^nrichissement d*une fraction en materiel biologique, 
selon une methode de fixation sp6cifique ou aspecifique, 
de manifere qualitative et/ou quantitative. 

Un 6chantillon tel qu f on l'entend selon 1« invention, 
comprend tout 6chantillon susceptible de contenir un 

25 materiel biologique, notamment un echantillon tel que 
celui obtenu & partir d'un fluide biologique, un 
echantillon d'origine alimentaire, ou une culture 
cellulaire. 

L 1 echantillon consiste en tout ou partie d'un autre 
30 echantillon, en particulier il peut consister en un 
aliquote, une dilution. 

La complexation telle qu'entendue selon la pr6sente 
invention est definie par la formation d'un complexe de 
coordination entre un metal de transition et un compose 
35 ligand, le m6tal d transition appartenant lui-m6me dej* & 
un complexe de coordination ou non. 



2762394 



9 

Enfin par polymfcre fonctionnalisfe, on entend un 
polymfcre prfesentant au inoins une interface portant des 
groupes fonctionnels susceptibles de se fixer par 
covalence avec des groupes dits complexants. 
5 Par groupe complexant, on comprend tout groupe 

susceptible d f interagir avec au moins un mfital de 
transition pour former des liaisons de coordination avec 
celui-ci. A titre d 1 illustration, le document 
EP-A-0 570 022 dficrit un bon nombre de groupes complexants 
10 qui conviennent dans le cadre de la pr6sente invention. 

Un polymSre thermosensible est caractferisfe par un 
paramfctre physico-chimique qui est sa temperature critique 
infferieure de solubility (LCST) (4), au-delft ou en-de$a de 
laquelle, la conformation du polym&re en solution change, 
15 ainsi que ses propri6t6s physico-chimiques. Le poly-(N- 
isopropylacrylamide) (PNIPAM) en est un exemple. II 
possfede une LCST de 32 °C, temperature en-dessous de 
laquelle les chaines de PNIPAM sont gonflfies d f eau, done 
hydratfees et hydrophiles. Au-dessus de cette temperature, 
20 on observe le ph6nom6ne inverse, les chaines de PNIPAM se 
rfetractent en expulsant l'eau et deviennent hydrophobes. 

Les caractferistiques et avantages de la prfesente 
invention sont ci-aprfes illustr6s par les Exemples 1 a 5 
et les Figures 14 3 selon lesquelles: 
25 Figure 1 reprfisente un isotherme de couplage du 

polymdre AMVE sur des particules de polymfere particulaire 
poly-(St-NIPAM-AEM) . 

Figure 2 reprfesente la variation de la quantitfe de 
proteine RH24 adsorbfee sur un polymftre particulaire poly- 
30 (St-NIPAM-AMVE) en fonction du pH et de la salinitfe du 
milieu. 

Figure 3 reprfcsente la quantity de protfeine RH24 
complexfee sur un polymfere particulaire poly-(St-NIPAM- 
AMVE) en fonction du pH et de la salinite du milieu et 
35 pour une concentration en ions Zn 2 + de l'ordr d 0,3 M. 



i 
\ 
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EXEKPLE l: Rtaotifs eapl yfta 

Monom&re : 

- Styrfcne & 99 % (Janssen Chemica, refl3 279-87), 

Mw=104,5 g.mol" 1 
5 II est utilise aprfcs purification par distillation sous 

vide. 

- N-isopropylacrylamide (NIPAM) (Kodak ref 10 982), 
Mw=113,16 g.mol" 1 

II est recristallisfe avant son utilisation, comme suit. II 
10 est dissous dans un mfelange hexane/tolufene (60/40, v/v) . 
Monomfere fonctionnel : 

- Chlorure de 2-amino6thyl m6thacrylate (AEM) (Kodak ref 
18513), Mw=165,62 g.mol" 1 

II est utilise sans recristallisation. 
15 Agent de rfeticulation : 

- N,N-m6thyl6ne bisacrylamide (MBA) (Amilabo ref 10897), 
Mw«271.19 g.mor" 1 

II est utilisfi sans recristallisation. 
Amorceur : 

20 - Hydrochlorure de 2,2'azobis (2-amidino propane) (V50) 
(Wako trade name), Mw = 271,19 g.mol" 1 

Le V50 est recristallisG avant son utilisation, comme 
suit. L'amorceur est dissous dans un mfelange 60/40 d'eau 
et d'acfctone. La solution est filtr6e sous vide avec un 
25 rendement de 30%. 

- Persulfate de potassium (Prolabo) , Mw - 270,32 g.mol -1 
II est utilise sans recristallisation. 

Groupes complexants : 

- Acide itaconique (Aldrich) , Mw = 132 g.mol- 1 
30 II est utilisS sans recristallisation. 

- Anhydride mal6ique-co-m€thylvinyl§ther (AMVE) 
(Polysciences) 

II est utilise sans recristallisation. 



35 
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BZBMPLE 2: Synthase du ligand PNIPAM-acide itac niqu 

Dans un r6acteur thermos tat 6 de 250 ml, sont vers 6s 
4,38 g de N-isoprpylacrylamide, 200 g d'eau, 0,37 g de 
MBA, 0,5 g d'acide itaconique et 0,45 g d^crylamide. Le 
5 melange est maintenu sous agitation 4 300 tours par minute 
sous atmosphere d 1 azote et 4 une temperature de 70°C. Le 
persulfate de potassium (0,05 g) , amorceur hydrosoluble, 
est introduit (en solution dans 5 g d'eau) dans la 
solution au dernier moment pour dfemarrer la reaction de 
10 polymerisation. 

La polymferisation est poursuivie pendant 5 heures 
dans les m&mes conditions. 

Le taux de conversion de la polymerisation est 6valu6 
& 98%. 

15 Le ligand obtenu presente les caracteristiques 

suivantes : 

- le diamdtre des particules, mesure par 
diffusion dynamigue de la lumi&re, est de 1500 nm, 

- le dosage des fonctions superf icielles, suivi 
20 par conductimetrie, a donn6 0,3 mmole/g de latex de 

groupements acide faible (-COOH) . 

EZEKPLE 3: Modification des particules hydrophiles aai&tes 
par gref fage du polymdre liniaire complexant poly-AMVE 
25 1) synthase du polymire particulaire poly- (styr*n*-NIPAM) 

a) Preparation du polymfere particulaire hydrophile 
Selon cet exemple la preparation consiste : 

dans un premier temps, a synthetiser un polymSre 
poly-(St-NIPAM) contenant les monomfcres de base, a savoir 
30 le styrSne et le NIPAM, selon une polymerisation en 
r6acteur ferm6, avec 200 g d'eau, 18 g de styrSne, 2 g de 
NIPAM et 0,2 g de V50, puis 

dans un deuxi&me temps, A a j outer, & un degre de 
conversion donne, 1 m nomftr fonctionnel (AEM) , seul ou 
35 en pr6s nc des reactifs de bas , & savoir 5 g de NIPAM, 0 
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a 4 % de AEM (par rapport au NIPAM) , 0,122 g de V50 et 
0,069 g de BA. 

Cette technique permet d^ptimiser 1 1 incorporation en 
surface d'un monom&re fonctionnel. Les conditions de 
5 synthdse sont les mfimes que celles de la polymerisation en 
rfiacteur fermfi, c^st-d-dire temperature et agitation 
constante . 

b) Caractferistiques du polymftre particulaire obtenu 
10 Les rfisultats sur la structure du polymfire obtenu, sa 

taille et sa polydispersitfe, sont regroupfcs dans le 
tableau 1 suivant. 
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Tabl au 1 



Designa- 
tion du 
polymer* 


ABM 
% 


D(xun) 
20«C 
(a) 


D(nm) 
50°C 
(a) 


ohavalura 

(ma) 
(b) 


D(XUB) 
MET 

(c) 


IP 

<c> 


DD10 


0 


603 


364 


119 


288 


1.012 


DD15 


1 


421 


327 


47 


333 


1.008 


DD12 


3 


484 


334 


75 


302 


1.004 


DD11 


4 


358 


315 


21 


303 


1.005 



(a) : Diametre determine par diffusion dynamique de la 
5 lumiere & 20°C et a 50°C 

(b) : La chevelure correspond a l'epaisseur de PNIPAM a la 
surface des particules 

(c) : Diametre et indice de po lyd isper site obtenu par 
micr oscop ie electron ique . 

10 

Les taux de fonctionnalisation des polymeres obtenus 
exprimes par les resultats du dosage des fonctions amines 
presentes a la surface des polymeres, sont mentionnes dans 
le tableau 2 suivant. 

15 

Tableau 2 



Designation du polymara 


ABM (%) 
introduit 


8PDP* 
mmol.m" a 


DD10 


0 


0.75 


DD15 


1 


1.44 


DD12 


3 


2.99 


DD11 


4 


2.76 



* : densite de charge calculee en utilisant la taille 
20 20°C determinee par diffusion dynamique de la lumiere. 
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a) or ffage du poly-AMVE aur les particular aminaes 

La ligand est obtenu par fixation de facon covalente 
sur les polymeres obtenus selon 1) de groupes complexants, 
consistant, selon le present exemple, en des groupes 
5 derives de l'AMVE (anhydride maleique-co- 

methylvinylether) , gui est un polymere lineaire. 

L' utilisation de l'AMVE presente deux avantages : 
d'une part, il permet, grace a ses fonctions anhydrides 
tres reactives, un couplage facile avec les amines 
10 presentes a la surface du polymere particulaire, et, 
d* autre part, une fois le couplage realise, il expose de 
nombreuses fonctions dicarboxyliques complexantes, gui 
interagiront avec un metal de transition (Zn, Ni, Cu, 
Co, . . . ) . 

15 L'AMVE est utilise en solution dans le DMSO anhydre 

afin d'eviter l'hydrolyse des fonctions anhydrides par 
lesquelles la reaction de couplage sur les fonctions 
amines des polymeres particulates est possible. La 
reaction de couplage doit etre conduite dans un milieu 

20 basigue afin d'eviter la protonation des fonctions amines 
des polymeres. Le tampon utilise est un tampon borate de 
pH 8,2 et de force ionigue 10 -2 M. Le milieu de couplage 
ne doit pas exceder 10 % en volume de DMSO. 

Les resultats gui apparaissent a la Figure 1 montrent 

25 une bonne correlation entre les deux methodes d« analyse. 
La pente initials de l'isotherme de couplage montre que la 
reaction est totale pour des faibles guantites d'AMVE 
introduites. La valeur du plateau est de 2,75 mg.m et 
est atteinte tres rapidement pour des faibles 

30 concentration en AMVE. 

EXEMPLE 4 i complexation d'un metal de transition avao un 
ligand da 1' invention 

L» introduction d'un metal de transition dans une 
35 solution du ligand obtenu sel n l'Exempl 2 ou 3 doit 
p rmettre la fixation du metal par complexation sur 1 s 
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particules. Cette c mplexation s 1 ffectue par le biais des 
atomes d'oxygfene des fonctions anhydrides. La presence de 
doublets libres sur les atomes d'oxygfene permet de former 
des liaisons de coordination avec le m§tal de transition. 
5 Le m6tal utilisfi (Zn a+ ) est introduit dans une 

solution du polymfere afin d'obtenir une concentration en 
ion mfetallique en solution de 10" 4 M. L'excSs de cation 
mfitallique qui se trouve en solution est feliminfe par des 
centrifugations successives. 

10 

EXEKPLB 5 : Compilation de la protiine RH24 salon un 
proctdft de 1 9 invention 

La protfeine fetudifie dans le cadre de cet exemple est 
la protfeine recombinante modififee (appelfe RH24) en N- 

15 terminal par un "Tag" histidine (sequence de six rfesidus 
histidine contigus) (5). Cette protfeine a une masse de 
27. 10 3 g.mol" 1 et un point isofilectrique de 6,1. Cette 
modification * 6t6 mise 4 profit pour rfealiser la 
complexation de la protfeine sur un support particulaire, 

20 conformfiment au procfedfe de 1* invention. 

Afin de pouvoir dfiterminer la concentration de 
protfeine complexfee sur le latex, des 6tudes d' adsorption 
de la prot6ine ont 6t6 menses en parall^le. 

Comme l'fetat de la technique le montre, ce sont les 

25 interactions felectrostatiques qui gouvernent 1' adsorption 
des protfeines sur un polymfcre hydrophile (6). On a done 
6tudife l'effet de la force ionique et du pH sur la 
quantity de protSines adsorbfies, afin de dfeterminer les 
conditions pour lesquelles 1' adsorption est nfigligeable, 

30 voire nulle. 

La figure 2 montre !• adsorption de la protfeine RH24 
sur le ligand obtenu selon 1" Exemple 3, poly-(St-NIPAM- 
AMVE) . 

Selon la figure 2, on observe que 1 taux 
35 d'ads rption d la RH24 est fortement dfep ndant du pH. 
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Une etude similaire a ete effectuee pour la 
complexation en faisant varier les memes parametres. La 
figure 3 montre les resultats de la complexation en 
fonction du pH, pour differentes forces ioniques et pour 

5 des concentrations constantes en ion complexant (Zn 2+ ) . 

Comme il est observe sur cette figure, la 
complexation de la proteine sur le ligand poly-(St-NIPAM- 
AMVE) en presence de zinc est peu dependante du pH excepte 
pour les faibles forces ioniques. 

10 Ces resultats permettent de determiner des conditions 

optimales de complexation au detriment de 1 • adsorption . 
Ainsi un pH super ieur ou egal a 7 permet d« avoir une 
adsorption quasi nulle tout en ay ant une complexation 
proche de 1,5 mg.m- 2 . Quant & la force ionique il faut 

15 qu'elle soit minimale pour favoriser la complexation. 
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REVENDICATIONS 

1. Compose ligand de coordination, sous forme 
microparticulaire ou linfeaire, const itu§ par au moins un 

5 polymfere particulaire ou linfeaire, avec une surface 
apparente hydrophile, et des groupes complexants libres. 

2. Compost ligand selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce que ledit polym&re est choisi dans le 
groupe des polym&res hydrophiles. 

10 3* Compose ligand selon la revendication 2, 

caract6ris6 en ce que le polymSre est un polymftre 
fonctionnalis6 obtenu par polymerisation d ! un premier 
monomSre hydrosoluble, d' aery lamide, d'un derive 
d' aery lamide, de m6thacry lamide ou d'un d€riv6 de 

15 m6thacry lamide, d'au moins un agent de reticulation etdau 
moins un second monom&re, fonctionnel. 

4. Compose ligand selon la revendication 3, 
caractferisfe en ce que le premier monomfere est choisi parmi 
le N-isopropy lacry lamide, le N-6thylm6thacry lamide, le N- 

20 n-propy lacry lamide, le N-n-propylm6thacry lamide, le N-n- 
isopropy lmfithacry lamide , le N-cyclopropy lacry lamide , le 
N , N-di6thy lacry lamide , le N-m€thy 1-N-isopropy lacry lamide , 
le N-m6thyl-N-n-propy lacry lamide, le premier monomSre 
6tant de pr6f 6rence le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . 

25 5. Composfe ligand selon la revendication 3, 

caract6ris6 en ce que le ou les seconds monomferes 
fonctionnels rfepondent & la formule (I) suivante : 
CH 2 = C(Z) - (X) n - (R) p - (Y) n (I) 

dans laquelle : 

30 Z reprfesente H, un radical alkyle en C1-C5, le radical 
benzyle, -C00H, ou -C0-NH-CH(CH 3 ) 2 , 

Y reprfesente -CH 2 -COOH, -N (CH 2 -COOH) 2 , 

-N(CH-COOH) (CH 2 -COOH), OU -N(CH 2 -CH 2 -NH 2 ) 2 , 
(CH 2 -COOH) 

35 X repr6sente -NH(CH 2 -CH 2 -) , -N(CH 2 -CH 2 -) 2 , 

-N(CH 2 -C00H) (CH 2 -CH 2 -) , u CH(COOH) 
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r represente une chalne hydrocarbonee lineair , 
eventuellement interrompue par au moins un heteroatome, 
tel que 0 ou N, 

m et p sont chacun un entier qui, indfcpendamment l'un de 
5 1' autre, Equivalent 4 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3. 

6. Composfe ligand selon la revendication 5, 
caractferise en ce que le second monomere est choisi parmi 
l'acide itaconique, les derives acryliques et les derives 

10 methacryliques. 

7. Compose ligand selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il est sous 
forme micr opart icula ire et en ce que la taille moyenne des 
particules est au plus egale 4 5 jum. 

15 8. Compose ligand selon la revendication 7, 

caracterise en ce que chaque particule comprend en outre 
un noyau organique ou inorganique, hydrophile ou non 
hydrophile. 

9. compose ligand selon la revendication 8, 
20 caracterise en ce que ledit noyau est choisi dans le 

groupe comprenant le polystyrene, la silice et les oxydes 
metalliques. 

10. Compose ligand selon la revendication 8 ou 9, 
caracterise en ce que ledit noyau renferme en outre un 

25 compose magnet ique. 

11. Compose ligand selon l'une quelconque des 
revendications 8 8 10, caracterise en ce que ledit noyau 
est revetu dudit polymere, ledit polymere etant lineaire. 

12. Compose ligand selon l'une quelconque des 
30 revendications 8 8 10, caracterise en ce que ledit noyau 

est revetu dudit polymere, ledit polymere etant 
part icula ire. 

13. Compose ligand selon la revendication 7, 
caracterise n ce que lesdites particules consistent en un 

35 polymer particulair , hydrophile avec des groupes 
compl xants llbr s. 
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14. Compos* ligand selon la revendication 13, 
caract*ris* en ce que ledit polymfere est le PNIPAM et les 
groupes complexants sont d*riv*s de l'acide itaconique ou 
de l 1 anhydride mal*ique-co-m*thylvinyl6ther . 
5 15. Compose ligand selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 6, caractferis* en ce qu'il est sous 
forme linfeaire. 

16. Compos* ligand selon l'une quelconque des 
revendications 1 4 15, caract*ris* en ce qu'il comprend en 

10 outre un marqueur. 

17. Compos* ligand selon la revendication 16, 
caract*ris* en ce que ledit marqueur est choisi parmi le 
groupe consistant en une enzyme, la biotine, 
I'iminobiotine, un composant fluorescent, un composant 

15 radioactif, un composant chfemioluminescent , un composant 
d'felectrodensitfe, un composant magnfetique, un antigfcne, un 
haptfene et un anticorps. 

18. Compos* complexe de coordination comprenant au 
moins un compos* ligand selon l'une quelconque des 

20 revendications 1 a 14, et *ventuellement 16, et un m*tal 
de transition. 

19. Compos* complexe de coordination comprenant au 
moins un compos* ligand selon la revendication 15, et 
feventuellement 16, et un m*tal de transition. 

25 20. Compos* complexe selon la revendication 18 ou 19, 

caractferis* en ce que le m*tal de transition est choisi 
parmi le zinc, le nickel, le cuivre, le cobalt, le fer, le 
magnfesium, le manganfese, le plomb, le palladium, le 
platine et l^r. 

30 21. Composition liquide d'un ligand de coordination, 

comprenant une phase continue aqueuse et une phase 
discontinue, dispers*e dans la phase continue et 
constitu*e d f au moins un compos* ligand selon l'une 
qu lconque des rev ndications 1 4 17. 

35 22. Composition liquide d'un complexe de 

c ordination, comprenant une phase continue aqueus et une 
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phase discontinue dispers6e dans la phase continue et 
constitu6e d f au moins un compose complexe selon 1'une 
quelconque des revendications 18 4 20. 

23. Compose conjugufe comprenant un compose complexe 
5 selon l'une quelconque des revendications 18 4 20 et un 

premier materiel biologique fixe sur ledit compose 
complexe. 

24. Composfe conjugufe selon la revendication 23 , 
caract6ris6 en ce que le premier materiel biologique est 

10 une proteine. 

25. Composfe conjuguS selon la revendication 23 , 
caract6ris6 en ce que le premier materiel biologique est 
la proteine A, la proteine G ou un hybride de la proteine 
A et de la proteine G. 

15 26. Support non particulaire recouvert au moins 

partiellement par un compose ligand selon l'une quelconque 
des revendications 7 4 16. 

27. Support particulaire recouvert au moins 
partiellement par un composfe ligand selon l'une quelconque 

20 des revendications 7 & 16. 

28. Support non particulaire recouvert au moins 
partiellement par un compose complexe selon l'une 
quelconque des revendications 18 4 20. 

29. Support particulaire recouvert au moins 
25 partiellement par le compose complexe selon l'une 

quelconque des revendications 18 4 20. 

30. Support non particulaire recouvert au moins 
partiellement par un compose conjugu6 selon l'une 
quelconque des revendications 23 4 25. 

30 31. Support particulaire recouvert au moins 

partiellement par un compose conjugu6 selon l'une 
quelconque des revendications 23 4 25. 

32. Proced6 de fixation d'un premier materiel 
biologiqu comprenant une partie susc ptible de r6agir 

35 avec un m6tal de transition, et contenu dans un 
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fechantill n, caractferisfe en ce qu'il comprend les fetapes 
consistant : 

a) ft disposer d'un composfe ligand selon I'une 
quelconque des revendications 1 ft 17 , 
5 b) ft mettre en contact 1' fechantillon avec ledit 

composfe ligand en presence d f au moins un mfetal de 
transition , 

c) aprfes avoir feventuellement observe la 
formation d'un composfe conjugufe entre le composfe ligand, 
10 le mfetal de transition et le premier matferiel biologique, 
ft sfeparer ledit composfe conjugufe. 

33. Procfedfe de fixation d'un premier matferiel 
biologique comprenant une partie susceptible de rfeagir 
avec un mfetal de transition, et contenu dans un 
15 fechantillon, caractferisfe en ce qu f il comprend les fetapes 
consistant : 

a) ft disposer d'un composfe complexe selon I'une 
quelconque des revendications 18 ft 20, 

b) ft mettre en contact 1 'fechantillon avec ledit 

20 composfe complexe, 

c) aprfes avoir feventuellement observfe la 
formation d*un composfe conjugufe entre le composfe complexe 
et le premier matferiel biologique, ft sfeparer ledit composfe 
conjugufe. 

25 34. Procfedfe de fixation d f un second matferiel 

biologique contenu dans un fechantillon et susceptible 
d^nteragir avec un premier matferiel biologique, 
caractferisfe en ce qu'il comprend les fetapes consistant : 

a) ft disposer d'un composfe conjugufe selon l'une 
30 quelconque des revendications 23 ft 25, 

b) ft mettre en contact I 1 fechantillon avec ledit 

composfe conjugufe, 

c) aprfes avoir feventuellement observfe 
1 1 interaction entre 1 premier et le second mat^riels 

35 biologiques, ft sfeparer 1 dit composfe conjugufe portant le 
s cond matferiel biologique. 
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35. Proc6d6 de fixati n d'un second matferiel 
biologique contenu dans un fechantillon et susceptible 
d'interagir avec un premier matferiel biologique, 
caractferisfe en ce qu'il comprend les Stapes consistant : 

a) 4 disposer d*un support selon la 
revendication 30 ou 31, 

b) & mettre en contact 1 •6chantillon avec ledit 

support, 

c) apr&s avoir frventuellement observfe 
1 1 interaction entre le premier et le second matferiels 
biologiques, 4 sfeparer ledit support. 

36. Procfedfe selon la revendication 34 ou 35, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend en outre l f 6tape (d) 
consistant 4 mettre en contact ledit conjugufe portant le 
second matfiriel biologique, ou ledit support portant le 
second matfiriel biologique, obtenu selon (c) , avec un 
compose ligand selon la revendication 16 ou 17 et un mfetal 
de transition. 

37. Proc6d6 selon la revendication 34 ou 35, 
caract§ris6 en ce qu'il comprend en outre l'fetape (d) 
consistant 4 mettre en contact ledit conjuguS portant le 
second matferiel biologique, ou ledit support portant le 
second matfiriel biologique, obtenu selon (c) , avec un 
composfe complexe marqufe selon la revendication 18 ou 19. 

38. Proc6d6 selon la revendication 32 ou 33, 
caract6ris6 en ce que l'6tape (b) est effectufee 4 un pH 
supferieur ou 6gal au point isofilectrique du premier 
materiel biologique. 

39. Procfedfe selon I'une quelconque des revendications 
32 4 38, caractfirisfe en ce que le premier matferiel 
biologique est riche en histidine et/ou en cysteine. 

40. Proc6d6 selon l'une quelconque des revendications 
34 4 38, caractfirisfe en ce que le second matferiel 
biologiqu est riche en histidine et/ou en cystfiin . 
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41. Pr cede se Ion l'une qu lconque des revendications 
39 ou 40, caracterise en ce que le premier et 
eventuellement le second materiels biologiques sont des 
mater iels proteiques. 
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